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胃が ん が 最初に転移する セ ン チ*)レリ ン パ 節 (se ntin eln ode,S N)の 微小転移 を, 腫瘍関連 マ
ー カ ー で 検索 した･ 胃が ん
30症例 に対 し, 全身麻酔下 に開腹 したの ち, 胃内視鏡に て原発巣周囲に2 % パ テ ン トブ ル
ー bate ntblu e) を0･2mlず つ 4ケ 所
注入 後, 経 時的 に青染 した リ ン パ 管とS Nを観察 し た ･ 胃切 除術前 に こ の 範囲を結合織 と とも に摘出 し, 青染 され たS N と青
染 され て い な い 非S N と に分類 し た. こ の S N 184個 と 非SN 4 7個 に 対 し, 上 皮特異的 マ
ー カ ー と して サ イ ト ケ ラ チ ン 18
(cytoke ratin-18, C K-18), 腫瘍特異的 マ
ー カ ー と して 癌胎児性抗原 (c a rcin o e mbryo nic a ntige n, C E A) お よ び ヒ トテ ロ メ ラ
ー ゼ
逆転写酵素Olu m a ntelo m e ra se re ve rs etr a n scripta s e,h T R T), リ ン パ 節転移に関連 した 国子 と して
マ トリ ッ ク ス メ タ ロ ブ ロ テ
ァ p ゼ ー7(m atrix m etalloprotein as e-7, M MP-7)お よ び M U C
-1の 5種 類の m RN A に対 して 逆転写- ポリ メ ラ
ー ゼ 連鎖反応 (re v e rs e
tra n s criptio n-pOlym er aS e Ch ain r e actio n, R r P C R) 法をお こ な っ た ･ H E染色永久標本 にて S N に転移が認め られ
た もの は5例8
個(4.3 %)で あ っ たの に対 し, R TP C R で発現が認め ら れた もの は ･ 6例で C K 18 15個(8･2 %), C E A 12個(6
･5%), h T R T lO個
(5.4 %), M M P 7 4個 (2.2 %), M U C-1 12個 (6■5 %)で , 合計25個(13･6 %) と ･ 転移
1) ン パ 節個数 は約3倍 に増加 し た･ H E染
色永久標本 にて 転移を認 めず, mlP C R に より発現が認め られ た1例 は, の ちの C K
-18免疫組織染色に て 非S N に微小転移を確
認でき た. 以 上 の 結果か ら , S Nの 微小転移 は , HE染色 に よ る組織診断より , R T P C R によ る 複数 の 腫瘍関連
マ ー カ ー の 検索
で, よ り正確 に 診断で きると結論 さ れ た.
Key w o rds gastric c an c er, S e ntin elnode, micro m etastasis･ r e V e r S etr anSCriptio nl〕01ym eras e ch ain
re action, m atrix m etalloprotein ase-7
胃が んの リ ン パ 節 郭清 は , リ ン パ 節転移が認め られ た り, ま
た きたす可能性の ある 場合に は根治術 に欠か せ ない .
一 方 , リ
ン パ 節転移 の 可 能性が極め て低 い と考えられ る場合 に は , 郭清
を省略する術式が行 わ れ る よう にな っ て きた . こ の 縮小手術 の
適応 は, そ の 胃が ん の 原発巣の 大き さ, 深遠度 t 組織型な どを
過去の 症例と比較 し, 間接 的にリ ン パ 節転移がない で あろ うと
判断 し決定 され て い る. が ん の リ ン パ 節転移は リ ン パ 管を介 し




発巣周囲の リ ン パ 管 に侵襲した癌細胞 は その リ ン パ 管が 流 入す
る リ ン パ 節 に まず転移し, 次い で 他の リ ン パ 節 に転移す る . こ
の 最初に転移をき たす1) ン パ 節をセ ン チ ネル l) ン パ 節 (s e ntin el
n ode, S N) とい い , こ こ に転移が な けれ ば同領域 の 1) ン パ 節に
は 転移がな い と判断でき, こ の こ と を利用 して 陰塞が ん2), 悪
性黒色腫
3)
, 乳 が ん
4)5)で は セ ン チ ネ)t/ 1) ン パ 節生 検 (se ntin el
n ode biopsy, S N B) によ りリ ン パ節郭構の 省略 禰式み られ て い
る . S Nの 同走法に は 色素 を注入す る色素法3】5)と ア イ ソ ト ー プ
を注入 し ガ ン マ プ ロ ー ベ で 同定す る ガ ン マ ブ ロ ー ベ 法
4)
が 用 い
られ て い る . わ れ わ れ は胃が ん原発巣周圃に術中内視鏡に て リ
ン パ 晴好性色素 パ テ ン トブ ル ー (pate ntblu e)を0.2mlず つ 4 ケ
所 に注 入 しS Nを同定 し , 病理 組織学的 にリ ン パ 節 転移 の 有無
を診断す る こ とで 直接的 に縮′ト手術 の 適応を決 め て い る
6)
.
しか し こ こ で 問題と な るの は, 病理 組織学的に と ら えら れ な
い 微小転移 の 存在 と , S N に転移 があ っ た場 合の 郭清範囲の 決
定であ る . 近年 , リ ン パ 節微小転移の 検出 に逆転写一 ポ リ メ ラ
ー ゼ 連鎖反応 (re v e r setran s c riptio n-P C R,R T-P C R) 法 を川 い た
検討が お こ な われ て い る . 筆者は , 腫瘍関連国子 と し て従来の
上皮特異的因子や腫瘍特異的因子 に, が ん の リ ン パ 節転移 に関
与 し て い る と さ れ る因子を加え, S Nの 徴′ト転移検出等 に関 し
て H E染色永久標本と比較 した の で 報告する .
ネオ料 お よび方法
Ⅰ . 材 料
1. ⅣトP C Rの 対象
1998年6月 よ り1 999年5月 の 間に 金沢大学第二外科学 にて 色
素法 に よ るS N検出を試み た 原発性胃 が ん30例の , セ ン チネ ル
1) ン パ 節郭清 (se ntin eln ode dis se ctio n, S N D) に より摘出され
た リ ン パ 節231個 (S N 184個お よ び非S N47個)を用い た . 各臨
床病理学的因子の 記載 は胃痛取り扱 い 規約(改訂12版)
7)に従 っ
平成11年9月30日受付, 平成11年11月5日受理
Ab breviatio n s: C E A, C a r Cin o e mbryonic a ntige n;C K18, CytOke ratin
-1 8; G 3P D H, glyceraldehyde-3-phosphate
-
dehydr ogen as e;h T W r,hu m antelo m er ase re v ersetr an SCriptase;M M P
･7, m atrix m etallopr otein as e-7; 肝 P C R, r e V er S e
tr an S Criptio n-P C R;SN, S e ntin eln ode;S N B, Se ntin eln odebiopsy;S N D, S e ntineln ode
disse ctio n
胃が んセ ン チ ネル リ ン パ 節の 微小転移検出
た .
ま た 陽性対照 は ヒ ト胃が ん 由来細胞株 M E N-45 お よ び胃が ん
転移 リ ン パ 節, 陰性対照は健常者末梢血中リ ン パ 球お よ び 非腫
瘍性疾患患者の リ ン パ 節 と し た.
2. 培養細胞株
本研究に用い た ヒ ト細胞株 は, ヒ ト 胃が ん 由来細胞株 M K N-
45(ヒ ュ ー マ ン サ イ エ ン ス 研 究資源 バ ン ク より供与) である .
細胞培養液として は 10 %非働化 ウ シ胎児血清 (fetal bo vin e
se ru m, F BS) (Gibc o, Gr and Island, U S A) と50FLg/ml カナマ イ
シ ン (和光, 大阪)を含むRP M I･1640培地 (日水製薬, 東京)を
用い , 5 % CO2存在下, 37℃ にて培養した.
3. 末梢血 中リ ン パ球
健常者末梢血 10mlを遠心分離用試験管(Va c utain e r c e11
Pr epara tion tube) (Be cto nDickin s o n, Ne wJers甲, U S A)Bこ注入
し, 20℃, 3,0 00叩 m で 20分間遠心した後 , リ ン パ 球層を採取
した . P BS にて洗浄後 , 細胞数を測定し使用した .
Ⅰ . 色素法 に よる S N検出
全身麻酔 下 に開腹した の ち, 胃内視鏡に て 原発巣周囲 に2%
パ テ ン トプ)t/ - bate ntblu e) を0.2mlずつ 4ケ 所注入後, 経時
的 に青染 した リ ン パ 管 とS Nを観察した (図1). 胃切 除術の前
に この 範 囲を結合織と ともに摘出 した (S N D). 直ちに リ ン パ 節
を採取 し, 育染 され た S N と青染さ れ なか っ た非S N と に分類 し
た. す べ て の リ ン パ 節 は2分割 され, 一 方 は 勢刀 に て細切 し
0.5mlの イ ソ ゲ ン OS O G E N) (ニ ッ ポ ン ジ ー ン , 東京)を加え凍
結保存 した , 他 方は3創面の H E染色永久標本 を作成 し, 転移
の有無を検索 し た. ま たS N D後 に 胃切除術お よ び他領域リ ン
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パ 節 郭清をお こな っ た が , この リ ン パ 節 は H E染色永久標本 に
て転移の 有無を検索し, 必要な場合 に は抗 サイ トケ ラ チ ン ー18
(CytOke r atin-18, C K-18) モ ノ ク ロ ー ナ )t/ 抗 体(Dakopatts ,
Cope nhagen , De n m a rk) お よ び 抗 癌 胎 児 性 抗 原
(car cinoembryo nic antige n, C E A) モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
(Dakopatts) によ る免疫組織染色 に て微小転移の有無を検索 し
た. 免疫組織染色 は パ ラ フ ィ ン 包埋10 % ホル マ リ ン 固定標本
より4〃 皿 の切 片を作成し, 脱 パ ラ フ ィ ン 後内因性 ペ ル オ キ シ
ダ ー ゼ を不括化す るた め0.3 %過酸化水素添加 メ タ ノ ー ル に3 0
分間浸潰し, P B S で洗浄した . 次に , 非特異的抗原抗体反応を
防止する た め に10 %正常ヤ ギ 血 清(Dakopatts) に20分間反応
させ た後, 1/`g/ml に希釈した 一 次抗体 と 一 晩4℃に て反応 さ
せ た . P B S に て洗浄 した後, ビオ テ ン 化抗マ ウ ス IgG抗体
(Dakopatts) に 室温で2時間反応させ , つ い で ス ト レプ ト ア ビ
チ ン ･ ビオ テ ン ･ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ複 合体に30分反応させ た .
0.04 % ジ ア ミ ノベ ン チ ジ ン (Sigm a,Stein heim , Ge r m any) 溶
で発色 させ , 0.3 % メ チル グリ ー ン にて 核染色 を行 っ た .
Ⅱ . ⅨトP C Rを用 い た m R N A発現の解析
1. R N A抽出
イ ソ ゲ ン と とも に凍結保存した検体を解凍 し, ホ モ ジナ イザ
ー で 破砕 ･ 懸濁 させ た 後, 1分間室温 に静覆 した . ク ロ ロ ホ ル
ム 0.2ml添加後, 操拝 ･ 懸濁させ , 4℃, 12,00Orpm で 10分間遠
心 した . 上層を新 た なチ ュ ー ブ に移 し, 0.2mlの イ ソ プ ロ パ ノ
ー ル を加えて 混合し, 4℃, 12,000叩 m で10分間遠心 した . 上
浦を除去 した後, 1ml の75 %エ タ ノ ー ル を加え, 撹拝後, 4 ℃,
12,000rpm で 5分 間遠心し, 再び 上 清を除去し, 風乾 した 後滅
Tablel. 01igo n u cle otidepn m ers andprobesfbrR T- PCR an alysis
Se ns epn m er/










5'- TG GTCAC CA C AC A GTCTGCT-3
'
5'-C CA AGG CA T CAC CA AGA T TA-3,
5'- TG GAG G C CCG CT AC G CC TA -3,
5
'
- T C TG GA ACT TC TC CTG G T CT TCA GCTG G- 3'
5
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Fig. 1. S N dete ctio n ofga stric ca n ce r･ Patentblu e w asinje cted in 4points ar o u nd the prim arytu m or(朗, andstain ed lym phatic
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胃が ん セ ン チ ネル リ ン パ 節 の 微小転移検出
菌蒸留水 を加え溶解 させ た. 各R NA の 26 0n m に お ける 吸光度
を測定 し, 1 0 D を40FLg/ml と して R N A濃度を計算 し た.
2. R T P C R プ ライマ ー お よ び プ ロ ー ブ 用オ リ ゴ ヌ ク レ オチ ド
の 作成
対象と した 遺伝子 は上皮特異的 マ ー カ ー と して CI仁18, 腫 瘍
特異的 マ ー カ ー と して C E A お よ びヒ トテ ロ メ ラ ー ゼ逆転写酵
素01 u m an telo m e ras e r ev er se tr a n s criptas e, h T R T), リ ン パ 節
転移に関連 し た因子 と して マ トリ ッ ク ス メ タ ロ ブ ロ テ ア ー ゼ ー7
(m atrix m etalloprotein a se-7, M M P-7) お よ び MUC-1, 内部標準
と し て ヒ ト グ リ セ ル ア ル デ ヒ ドー 3- リ ン 酸 脱 水 棄酵 素
(glyc e raldehyde阜pho sphate-dehydroge n as e, G 3P D H) で ある .
表1 に, 各遺伝子 cD N A に対す る特異的な プ ライ マ ー お よ び プ
ロ ー ブ を示す. サ ザ ン プ ロ ッ トハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 非ア
イ ソ ト ー プ 法 に よ る 3'- オ リ ゴ 標 識検 出方 式 (E C L 3
,
-
01igolabelling a nd detection syste m s) (Am e r sha m,
Bu ckingha m shire, England) を用 い た た め ブ ロ ー プ の 標識も こ
の キ ッ トに準 じた. プ ロ ー ブ D N A lOOpm ol に対 し, キ ッ ト附属
の フ ル オ レ ッ セ イ ンー 11- d U T P(flu o re sc e血11-d U T P)10FLl, カ
コ ジ ー ル 酸塩 緩衝液 (c a c odylate buffe r)16FLl, 末端転移酵素
(te r min altr an Sfer as e)16FLl お よ び滅菌蒸留水 を加え全量160Fl
と し, 37℃で90分間反応さ せ た 後 ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン に
用い た .
3. Ⅳr P C R反応お よ び サ ザ ン プ ロ ッ ト ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ
各 R N A サン プ ル 1 0FL g に オ 1) ゴ (d T) プ ラ イ マ ー (5
'
-
1/∠g を加え蒸留水で全量を3 3/∠1 と し,
68℃で 3分間加熱後, 水 中に て 急冷 し た. こ れ に R T反応緩衝
液[50m M T hs-H Cl(pH 8.3), 75m M K Cl, 3m M MgC12], 5m M
ジチ オ トレ イ ト ー ル , 0.5m M デオ キ シリ ボ ヌ ク レ オチ ド混合液
(d A r P, d C T P, d G T P, d T T P), 2単位 R Nas e阻害因子(Pro mga
Biote c, M adis o n, U S A), お よ び200単位逆転写酵素 (Gibc o)を
加え全量50FLl と し, 3 7 ℃ で 90分保温 して cD N Aを合成 し た .
さ ら に95℃に て5分間加熱 し, 逆転写酵素を失括 させ た . 冷却
後, 調製 した cD N A 2/Ll に対 して P C R反応綾衝液【50mM Tris-
HCl(pH 8.3), 40m M K Cl, 8mM MgC12], 0.2m M デ オキシリ ボ
ヌ ク レ オ チ ド混合液, 0.5単位Taq D N A ポ リメ ラ
ー ゼ (宝酒造,
東京)お よ び各々 0.5/∠ M の プラ イ マ ー を加え, 滅菌蒸留水に よ
り全量 2 0〃=ニ 調 製 し た . こ れ に 2 0/バ の ミ ネ ラ ル オ イ ル
(Sigm a) を重層 させ , サ ー マ ル サ イ ク ラ ー (P C 700) (ア ス テ ッ
ク
, 福岡) で P C R反応 を お こ な っ た . 熱変性 を9 5 ℃, 1分間,
ア ニ ー リ ン グ を50 ℃(C E A と M M P-7 は46 ℃), 1分間, D N Aの
623
伸長 を72℃, 1分間 と し, こ れ を1 サイク ル と して , 30 サイ ク
ル (M UC-1 は20 サ イ クル) 行 っ た . 得ら れ たP C R産物を, 定電
圧 10 0V におい て1.5 % ア ガロ ー ス ゲ ル で 電気泳動後, ゲ ル を ア
ル カ リ 変成液 (0.4 M NaO H, 0.6 M NaCl) 中で 30分間震逸 し
D N Aを変成 さ せ た 後, 中和 液[1.5 M NaCl, 0.5 M Tris-H Cl
bH 7.5)】申で30分間震過 した . D N A は 10×S S Cを用い て ゲ ル
か ら ナ イ ロ ン メ ン プ レ ン フ ィ ル タ ー (Hybo nd-N +nylo n
m e mbra n e) (Ame rsha m) に転写 した . 転写後の フ ィ ル タ ー は
0.4 N NaCl にて 1分間震没 し た 後, 0.2 M Tris- H Cl, 2 × S S C
(pH 7.5) に て3分間の 震漁を2回繰り返 し, 80℃2時間で乾燥,
固定 した .
サ ザ ン プ ロ ッ トハ イ プ リ ダ イゼ ー シ ョ ン は3
,
- オリ ゴ 標識検出
方式(E C L 3
'
- 01igolabelling and dete c也o n syste m s) 仏m e rsha m)
を用い た. フ ィ ル タ ー は ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 綾衝液E5×
S S C, 0.1 % 匝/v)後衛剤(buffe r c o mpo n e nt), 0.02 % S D S】中,
42 ℃の 恒温水槽 にお い て 30分間の プ レ ハ イプ リ ダイ ゼ ー シ ョ
ン を行 な っ た . その 後 , 0.16% (Ⅴ/v) フ ル オ レ ッ セ イ ン ー1 1-
d U T P(flu o r e sc ein -11-d U T P)標識プ ロ ー ブを加え,･42℃にお い
て 2時間の ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン を行な っ た . フ ィ ル タ ー は
5×S S C お よ び0.1 % S D Sを含む溶液中で42 ℃, 5分の 洗浄を2
回行 ない , 引き続き1 ×S S C お よ び0.1 % S D Sを含 む溶液中で
4 2℃ , 15分 の 洗 浄を2回行 な っ た . その 後 , 固定液 tO.15 M
NaCl
,
0.1 M T hs-H Cl(pH 7.5), 5% (Ⅴ/v)1iquid blo ck】中で30分
間震没後 , 抗 体反応液【0.4 M NaCl, 0.1 M Tris-H Cl(pH 7.5),
0.5 % 匝/v) ウ シ血 清 ア ル ブ ミ ン, 0.1 %匝/可 抗フ ル オ レ ッ セ
イ ン H RP接合剤(a nti-flu o r e sc ein H RPc o nj甘gate)】中で30分間
震盟させ た . 最後 に検出試薬を1分間反応さ せ , Ⅹ線 フ イ ル ム
(Kodak, Ne w Yo rk, U SA)を用 い て 室温下 10分間の オ ー トラ ジ
オ グラ フ イ ー で 解析を行 な っ た .
Tab le 2. Relatio nbetw ee n se nti elnode m etestases and n on-
S e ntin eln ode m etastasesby H Estainlng
Non-Se ntineln ode s
Sentin eln ode s
M eta stasi negative M etastasispositive
Metastasis negativ e 2 5 0
M etastasispositive 3 つ
*
虫No n- Se ntin el node m etastaes w er o nly ln St ain ed lymphatic
now s.
Table3. R T- PCR and Southernblotan alysIS Ofm R N Am arkers expression
SpeCime n
m R N Am arker expr essio n
C K-18 C E A h T R T M MP-7 MU C-1 Total
He althydonorlymphocytes O/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
Nor m al lymph n odes O/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
Metastaticlymphn odes of 8/11 7/11 6/11 7/11 6/11 11/11
gastric can c er (72.7%) (63.6 %) (5 4.5%) (63.6 %) (54.5 %) (10%)
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4. 感度測定
健常者末梢血 リ ン パ 球10










100個混入 した もの を にトP C R行い , 感度 を測定 した･
成 績
Ⅰ . 色素法に よ る SN 検出
色素注入後 に認め られ る青染リ ン パ 流は左右胃動脈, 左右胃
大網動腋, 後胃動脈 の 5方向に分類でき, 個 々 の 症例 で は 1方
向14軋 2方向13例, 3方向3例で , 4方向以上の 症例 は認め ら
れ なか っ た . こ の 青染 リ ン パ 流領域を青染リ ン パ 節を中心 に郭
清 (S N D)した結軋 30例か ら231個の リ ン パ 節を摘出 し, こ の
うち青染 した SN は 184個 で あっ た . 非 青染リ ン パ 流領域 の リ
ン パ 節 と と もに H E染色永久標本に て 転移を検索 した結果を表
2 に示す . S N に転移を認めなか っ た25例は非S N にも転移を認
めず, リ ン パ節 転移陰性 つ まり胃痛取り扱 い 規約
7)に お ける no
で あ っ た . 一 方 , S N に転移を認め た 5例の うち, 3例 は 非S N
に 転移 はな か っ た が , 2例 は 非S N に転移を認め た . た だ し こ
の 非S N はすべ て育染リ ン パ流領域 に属 してい た .
Ⅰ . R T-P C R
l. 対照 に お ける発現
健常者末梢血中リ ン パ 球 に お ける 各因子の 発現 は全 て 0 %
(0/5), 非 腫瘍性疾患患者の リ ン パ 節に おける各因子 の 発現も
全 て0 %(0/5) で あ っ た . また胃が ん転移リ ン パ 節 の 各因子の
発現 は54.5 %(6/11)か ら72.7 %(8/u) で あ っ たが , い ずれ か
の 国子 が発現 して い る もの を陽性 とすれ ば100 %(11/11) で あ
っ た . つ ま り5因子の 観み 合わせ に よ る感受性 お よ び特異性 は
100 % であ っ た(表3).
坂
2. 感 度測定
各因子 の 感度 を図2 に示す. C K-18 と C E Aは リ ン パ 球10
6
個
中が ん細胞100まで , h T R T は10
1まで , MMP-7 と M U C-1 は10
2
ま で検出が可能であ っ た .
3. S N に おける 発現
30例 の S N 184個 の うち H E染色永久標本に て 転移が認 め られ
た もの は5例 の 射固 (4.3 %) で あっ た .
一 方 , m㌧P C R に よ る各
因 子の 発現 は , C K 1 8 は 15個 (8.2 %), C E A は 12個 (6.5 %),
h T R Tは10個 (5.4 %), M M P-7 は4個 (2.2 %), M UC-1 は12個
(6.5 %)で , 5因 子 の い ず れ か が 発現 し て い る も の は 2 5個
(13.6 %)で あ っ た (表4). 表5 に はRTIP C R によ るS N と非S Nの
転移状況を示す. H E染色永久標本で は S N お よ び非S N に転移
を認 めなか っ た も の は2 5例で あっ た (表2)が , R T P C R に よる
と 転移を認 めなか っ た も の は2 4例で 1例 はS N転移陽性 へ と病
期移行(stage migr atio n) を認め た. なお , こ の 1例 はR T P C R
に よりS Nの 2個 に C K 18, 1個 に M M P-7の 発 現を認 め た もの
で あ っ た .
な お , S N Dの 際 に S N と とも に摘 出さ れ た 非 S N に関 して
は , H E染 色永久標本 と R T-P C Rと の 結 果 に 差異 は認 め ら れ
な か っ た .
4. S N に おける M M P-7の 発現と リ ン パ 節転移状況
表6 に, S N に おける M M P-7の 発現 とリ ン パ 節転移状況の 比
較を示す. H E染色永久標本 に よ る 組織学的リ ン パ 節転移陽性
の 5例 (症例 1-5) の うち, S N にM M P-7の 発現 を認 め た2例(症
例1 お よ び 2) は 非 S N にも組織学的転移を有 し, 逆 にS N に
M M P-7の 発 現を認 めなか っ た 3例 (症例3-5) はS Nの み に組織
学的転移を有 し て い た . また H E染色永久標本 に よ る組織学的
Table4. Relationbetw ee npathologicalm etastas esbyH Estainlng a nde xpr ession of mR N Am arkersbyRT
- PCR abo utSNs
Expression of mR NA m arke rby R T- PCR
PathologlC alm atastas es
by H Est ain lng CK
_18 C E A hTR T M M P-7 M UC-1 Total











Po sitiv e 6 2 5 3
Negative 9
* 1 67 7 169
4 4 3 5 4 4 8 0
6 17 0 1
*
17 5 8 168 17 159
*ln cluding SNs ofo ne c asewithoutpathlogic alm etastase sbyH Estainlng･
Table5 . Relatio nbetw e en se ntin el n ode m etest as es and n o n-
se ntin eln ode m etastas esbyRT-PCR
No n- Se ntin eln odes
Se ntin eln odes
Metastasisn egativ e Metastasispositiv e
Metastasis n egativ e 2 4 0
M etastasispositiv e 4 2
*
*No n- S entin el n ode m etastases w ere onlyin stain edlymphatic
幻o w s.
Table 6. Relation bet w e en e xpressio n of M M P
-7 in SNs a nd
n odalstat us
Case Nodal Nu mbel･ Of Loc ation of Expression of
No. stage Metastase s Met astas es M M P
,7 in SNs
Cas es withn odalm eta st as es

























*Thisc as ehadC K-18andCEApo sitiv e c ellsin3non
- SNs･
no is witho ut n odal m et往StaS eS a nd nト3 are Withn odal
m etastas esin lsト3rdgr oups
胃が んセ ン チ ネル リ ン パ 節 の 微小転移検出
Table 7. Relatio nbetw een e xpr es sio n ofM UC-1 in SNs and
n odalst atu s
Case Nodal Nu mber of Lo c atio n of Expressio n of
No. stage Metastas es Meta st as es M UC-1 inS Ns

































Cases witho utn odal m etastasesbyH Estain lng







no is witho ut nodal m et astas es a nd nト3 are Withn odal
m etastase sin lst-3rdgroups
7)
リ ン パ 節転移陰性 にも関わ らず, R T P C R に てS N にCIG 18 お よ
び M M P-7の 発現が 認 め られ た症例6 は, 胃上 部 の 表面陥凹型
つ まり胃痛取り扱 い 規約7)にお け る0-ⅠIcで あ っ た が , 病理的 に
襲膜下組織浸潤 お よ び 中等度 の リ ン パ 管侵襲 を伴 っ てお り, 胃
痛取り扱 い 規約 7)にお ける深遠度 ssお よ び1y2で あ っ た . この 症
例の S N を除 い た全部清 リ ン パ 節を C K 18お よ び C E A にて免疫
組織学的染色を行なっ た と こ ろ , 20個中3個 に微小転移 と思わ
れ る 陽性細胞が認め られ た (図3).
5. S N に おける M U C-1の 発現 と1) ン パ 節転移状況
表7 に, S N における M U C～1の 発現 と 1) ン パ 節転移状況の 比
較を示す. 組 織学的リ ン パ 節転移陽性 の 5例 (症例 1-5)の うち,
S N に M U C-1の 発現を認 めなか っ た 症例1 は組織学的 に転移程
度n3, 転移個数10個で 非SN にも転移 を認 め, 逆 にS N に M U C-
1の 発現を認 め た4例(症例2-5)はS Nお よ び非S Nの 組織学的転
移に共通性 は認め られ なか っ た .
考 察
わ れ わ れ は1993年よ り, 色素法 に より胃 が ん の S Nを同定 し,
術中病 理 診断に て こ れ に転移が認 め ら れ な か っ た場 合に縮小手
術を試み て い る . こ こ で 問題 と な る の は術中病理 診断の 正 診率
と , S N に転移が認め られ た 場合の 非S Nの 郭清範囲である. 術
中病理 診断の 正診率 に関し て は, 1993年 か ら 1998年 まで の 779
個の S N に おい て , 1個 (0.1 3 %) は術 仁一J病理 診断で転移陰性 と
診断さ れ るも , H E染色永久標本で は 転移陽性 と差異が認め ら
れ た が , H E染色 で は検出できな い 微小 な転移に関 して は不明
であ っ た .
近年, 微小転移 をR T P C R に て検出する試み が な され て い る
が , 感受性を高め よう と する と特異性 が低 下 し, 正 常 リ ン パ 節
で も陽性 になる 机 0). そ こ で , 反応サ イ ク ル を減少 させ たりl(I),
サ ザ ン プ ロ ッ トせ ず に エ ナ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ドで判定す る試み が
なさ れ た が1 1), こ れ で は感受性が低下 する . こ の 感受性 の 問題
や が ん 転移巣 の 異質性 (hete roge n eity) の 問題 を解決す る ため
には
, 特異性 の 高 い mR N Aマ ー カ ー を複数組み合わ せ る こ とが
有用である と考え る. しか し現在 , 標 的と なる m R N A に はサ イ
トケ ラ チ ン 12)1 3)な どの 上 皮特異的 マ ー カ ー とC E AlO)1 4)や テ ロ メ
ラ ー ゼ 15)16)な ど の膿瘍特異的 マ ー カ ー が ほ と ん どで , これ らの
組み合 わせ で は 限界 があり , ま た単 に痛 刑包の存在を診断す る
にすぎなか っ た . そこ で今 回痛のリ ン パ 節転移に関与 して い る
と さ れ る腫瘍関連 マ ー カ ー を標的 と して 追加する こ と で, 微小
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転移検出の 感受性 を高め る と とも に, もうひ と つ の 問題点であ
るS N に転移 が認 め ら れ た場合の 非S Nの 転移予測を検討 した .
まず マ ー カ ー の 条件で ある , 上 皮特異的である こ と, リ ン パ 節
転移と相関がある こと , 陽性率が あ る程度高 い こ と な どを免疫
組織染色にて 確認 した .
が ん の リ ン パ 節転移 は, まず 原発巣か ら リ ン パ 節 (S N) へ ,
次 に T) ン パ 節 (S N) か らリ ン パ 節 (S Nの 下流 に存在す る非S N)
へ と 形成 さ れ る. 原発巣か ら リ ン パ 節 へ の 転移形成 に は, 細胞
増殖 ･ 遊走 ･ 侵襲 t 免疫回避 と段階分けされ , そ れ ぞ れ に多く
の 因子が関与 し て い ると さ れ る
17)
. 筆者 はそ れ ぞ れ の 段階か ら
イ ン ス リ ン 様 増殖国子-2(in s ulin -1ike gr o wth fa cto r-2)1 8) ･ C-
M ET
19)
･ M M P-7 ･ M U C-1を選択 し, 胃が ん 原発巣 お よ びリ ン
パ 節 転移巣 で の 発現を免疫組織染色 に て検討 した と こ ろ , リ ン
パ 節転移巣 に お ける M M P-7 と M UC-1の 発現が , 原発巣 より有
意に高率であり, さ ら にリ ン パ 節転移硬度や転移個数 に相関が
あっ た (投稿中). こ の ため M M P-7 と M U C-1 が リン パ 節微小転
移検出の マ ー カ ー に なりう る と考え , C K 18･ C E A･ h T R Tを
加えた5種類 の R T｣P C R をS N に対 して お こな っ た .
胃が ん の 1) ン パ 節微小転移 に関 して は , M a eha raら
20)がサ イ
トケ ラ チ ン の 免疫組織染色に て早期胃が ん患者の 組織学的転移
陰性 リ ン パ 節420個 か ら15個(3.6 %) の 微小転移 を検出 して い
る . ま た M o ri ら21)は C E Aの R TIP C R に て胃が ん を含 む消化器
が ん お よ び 乳が ん 患者の 組織学的転移陰性 リ ン パ 節324個 か ら
163個 (50.3 %) に発現 を認め て い る . 今 回の 検討で は 組織学的
転移陰性 リ ン パ 節176個か ら17個(9.7 %) に陽性 を認め , M ori
ら
21)よりもむ しろ Ma ehar aら2 O)の 値 に近 か っ た . こ れ は 色素法
に よ る SN 同定の 対象症例が お も に早期 の 胃 が んで あ っ た こ と
に よ る と 考え ら れ , ま た 非S N より転移挙 が高 い と さ れ る
S N22)の み を対象1) ン パ 節と した こ と と , R T-P C R法 を用 い た こ
と か ら M a eha raら2
0)の 値よ り高率 に検出でき た理由と考え ら
れ る.
ま た乳が ん で, 色素法にて 同定 し たS N に対し て, 複 数の 因子
の R T-P C R をおこ な っ た 報告 が Bo stick ら2:与)よ りな さ れ て い る .
肝細胞増殖因子･受容体c-M E T･ 炭水化物転移酵素
′
ヲ1->4･N- ア
セ ナ ル ガ ラ ク ト サ ミ ニ ル トラ ン ス フ エ ラ ー ゼ ･ 糖蛋臼P 97の 3
種類の Ⅳ｢ P C R に て, 組織学的転移陰性リ ン パ 節40個の うち35
個(87.5 %) と 高率に発現を認め て い た が , こ の 報告で は高感受
性を求め る あまり非腫瘍性疾患患者リ ン パ 節 で も発現が認め ら
れ て お り, 微ノJ､転 移検出と い う意味で は疑問が残 る. 一→ 方, 今
回の 検討で は , 感′蔓性 よ りも特異性を重視 し た設定をお こ な っ
た た め , 非腫瘍性疾患患者リ ン パ 節で は 党規 は認め られ ず, 微
小転移検出 と い う点 で は信頼性 が高い と 考え られ る . ま た H E
染色永久標本で は noと 診断 され た もの の , R T-P C R にて S Nの
2個 にC K 18 と M M P-7の 発現が 認め られ た1例 に対 し, C K18 お
よ び C E Aの 免疫組織学的染色を施行 した と こ ろ 非S N 3個 に微小
転移 と思 わ れ る 陽性細胞が検出 さ れ た こ と も, 今回の R r P C R
によ る微小転移検出の 信頼性をう らづ けるもの と考える .
M M P は細胞外基質分解酵素で あり , 多くの M M P が問質細
胞か ら も分泌 さ れ るの に対 し, M MP-7 は問質細胞 や リ ン パ 球
か らの 分泌 は なく癌細胞か ら分泌 さ れ 24)25】, こ の こと は微小転
移検出時 の 偽陽性回避 に有用 である と 考え る . ま た M M P-7 は
脈管基底膜 の 主成分である Ⅳ塑 コ ラ ー ゲ ン (type～ Ⅳ c ollage n)
の み ならず多くの 基質に作用す る こと が 特徴で28), 胃がん に お
い て は 深遠度 ! 脈管侵襲 , 遠 隔転移 に関与 して い る と■され
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る25)2n. そ こで S N に お ける M M P-7の 発現を み る こ とで , 微小
転移の 検出 だけで なく , 非S Nの 転移状況予測の 検討もお こ な
っ た . S N に MM P_7の 発現を認 め た3例 は 非S N に転移を有す
るもの であ っ た . 中で も1例は E E染色永久標本で は noと診 断
さ れ た もの の , R T-P C R にてSN 2個 に C K-18と M M P
-7の 発現
が 認め られ た た め , C K18お よび C E Aの 免疫組織学的染色を施
行 し たと ころ非S N 3偶に微小転移が検出さ れ た例 であ る･
また M UC_1 に関 して も同様 の 検討をお こな っ た が , S Nに お
ける M U C-1の 発現と 非S N における 転移状況に関連は認め られ
なか っ た . M U C-1 は50 %以上 が 糖鎖か ら なる分子量20,000以
上 の 糖 蛋白 であ る ム チ ン の 1つ で 上皮細胞表面 の滑化作用を担
っ て い る . M U C-1に は, 中心 の コ ア蛋 白に糖鎖がまばら に 結
合 した未成熟塑と , コ ア 蛋白 を覆い 隠す よう に相当数 の 糖鎖が
結合 した 成熟型 と が あり , 脛 劇生M ロC-1の コ ア 蛋白 に は 抗原
性 がある こ と か ら 未成熟型 M UC-1 は腫瘍免疫 の標的の 1つ で あ
る の に対 し, 成熟型 M UC-1 は免疫回避の ひ と つ の 因子 で ある
と さ れ る
28)
. 胃が ん に お い て は, 成熟 型M UC-1の み が リ ン パ
管侵襲 , リ ン パ 節転移 に関与 し て い る と さ れ る
29)
･ し か し,
R T_P CR で は未成熟型 M U C-1 をふく め た 仝M U C-1を評価 して
い る こ と か ら , S N におけ る MU C-1の 発現 と 非S N における 転
移状況に関連がなか っ た考 えて い る . そ の 結果, S N に おけ る
M M P.7の 発現の み が 非S N におけ る転移状況を予測す る の に有
用である可能性が示唆 され た の に村 し, M 口C-1は む しろ 上皮
特異的マ ー カ ー と して微小転移 の 存在診断 にの み 有用 であっ た
と い える.
以上, C K-18･ C E A･ h T R T･ M MP-7 ･ M U C-1の 5つ の 因
子 の R T ゼC R に よ る微小転移検出は , H E染 色永久標本単独 の
診断 より正診率 の 点 で有用であっ た . 現在 , 色素法 に て 同定さ
れ た胃が んS Nは , 単 に S Nの み を摘出す るい わ ゆ る S N Bで は
なく, ある 程度の 郭清効果を目的 に周囲結合織 と と も に摘出す
る S N Dと して 行 っ て い る が , 病理 組織学的検索 で は検出でき
な い 転移が存在す る こ とか ら も安全 な方法である とい え る. し
か し, 至適郭清範囲の 決定に は, より よい 微小転移検出方法 や
非S N転移予測因子 の 検討が必要であ る.
結 論
胃が ん3 0例 か ら 色素法 に て得 た S N 18 4個 を村象 に , C K-
18･ CE A･ h T R T･ M M P疇7 ･ M U Cqlの R TIP C R によ る 微小転
移検出を検討 し, 以下 の 結果を得 た .
1. 注E 染色永久標本 にて 転移が認 め ら れ た も の は 5例 8個
(4.3 %)で あっ た の に対 し, mしP C Rで発現が認め ら れ た もの は ,
6例 で C K-1 8 15個 (8.2%), C E A 12個 (6.5 %), h T R T lO個
(5.4 %), M MP-7 4個 (2.2 %), M U C-1 12個 (6.5 %)で , 合計2 5
個(13.6 %)と , 転移 リ ン パ 節個数 は約3倍に増加 した .
2. H E染色永久標本 にて 転移 を認めず, R トP C R によ り発現
が認 め ら れ た 1例 は , の ちの C K-1 8免疫組織染色 に て 非S N に
微小転移を確認 できた .
3. 転移 陽性 6例中, S N に M M P-7の 発現を認 め た 3例 は非
S N にも転移を有す るもの で あ っ た . また S N に M M Pq7の 発現
を認めなか っ た3例 はS N の み に転移 を有するもの で あ っ た .
以上 より , S Nの微小転移は, E E染色 に よ る組織診断 より ,
ⅣトP C R によ る 複数 の 腫瘍関連 マ ー カ ー の 検索 で , より 正確に
診断でき る と結論された . またS N に おける M M P-7の 発現 は ,
非SN の 転移予測 に有用 である可能性が示唆 され た .
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A bstra ct
T his study w aspe rfo r m edto dete rmin e whethertu m o r
- elated m a rkers s u ch as epithelialo rtu mor m a rke rs w e re u s eful fo r
dete ctio n of microm eta sta s esin the sentin eln ode s(S Ns)ofgastric c an c erpatients･ T he S N is the firstdr聖 nglymph node
from the prim arytu m o r. Expre s sio nofcytoke ratin
-1 8(C K-1 8), C a rCin oembryo nic a ntige n(C E A), hu m a ntelom er a se re v e rs e
tra nsc ripta s e(h T R T), m atrix m etalloproteinas e-7(M M P-7)a nd M UC-1 we r e e valu ated by rev erse tr a nscription-POlym e ra s e
Chain re a ction(R T- P C R)in 184 S Ns det ected fro m3 0ca s e s ofga stric c a n c erby intr a opera tiv e e ndos copiclymphatic
m ap ping u singblue dye ･ By H Estaining, histopathologic al m etasta s es werefou ndtobe pres e ntin 8S Ns(4.3 %)of5 c a se s.
By RT- P C R, C K-1 8w as e xpressed in 1 5 S Ns(8.2 %), C E A in 1 2 S Ns(6.5 %), h T R T in l O SNs(5.4 %), M M P-7 in 4 S Ns
(2･2 %), M U C-1 in 1 2 SNs(6.5%)and any on e ofthem in 2 5 S Ns(1 3.6 %)of 6cases. Of the s e6 c as es, O n e Who had no
m etast as e sby H Estain lng had mic ro m eta st a sesin no n-S Ns byim m unohistochemistry ofC K-1 8. T heseres ults s uggest that
RT-PCR of m ultiple m a rke rsin S Nsis useful fbrdet ectlng micr om etastases･
